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RESUMO 
 
No transtorno bipolar (TB) ocorre a alternância entre episódios de 
depressão, mania ou hipomania. O Lítio (Li) é o fármaco mais utilizado 
como tratamento para o TB. Diversos anticonvulsivantes, como o 
valproato (VPA), possuem aplicação no tratamento do TB. Estudos 
mostram que disfunções da Na
+
K
+
 ATPase estão envolvidas na 
fisiopatologia do TB. A administração intracerebroventricular  (ICV) 
ouabaína (OUA) (inibidor da Na
+
K
+
 ATPase) em ratos tem sido 
considerado um bom modelo animal de mania. A glicogênio sintase 
quinase-3 (GSK-3) é uma serina/treonina-quinase, geralmente ativa nas 
células, sendo desativada por sinais originados de vias de sinalização 
distintas, como a da PI3K/Akt e a da MAPK. Estudos tem demonstrado 
que Li e VPA inibem diretamente a ação da GSK-3. O presente estudo 
teve como objetivo avaliar a ação do Li ou do VPA sobre a via de 
sinalização de PI3K/Akt/GSK-3 em um modelo animal de mania 
induzido pela OUA. Foram utilizados ratos Wistar machos adultos. Os 
animais foram submetidos a uma cirurgia estereotáxica, em que foi 
introduzida uma cânula no ventrículo lateral. No primeiro protocolo, os 
animais receberam injeções ICV de OUA ou de líquido 
cefalorraquidiano artificial (aCSF). Em seguida foram tratados com Li, 
VPA ou salina durante sete dias. A avaliação da atividade locomotora 
foi realizada através do teste do campo aberto, sete dias após a 
administração de OUA. Foram avaliados os níveis de proteínas de vias 
da GSK-3  [MAPK, PI3K, AKT e GSK-3β totais e fosforiladas (p)], 
através das técnicas de Western Blotting. No segundo protocolo, os 
animais receberam injeções ICV de OUA, de aCSF, de AR-A014418 
(inibidor de GSK-3) ou OUA+AR-A014418. Sete dias após, esses 
animais foram submetidos ao teste do campo aberto. O Li e o VPA 
reverteram a hiperatividade induzida pela OUA. Adicionalmente, OUA 
diminuiu a fosforilação de PI3K, de Akt e de GSK-3β. O Li e o VPA 
reverteram essas disfunções da via de sinalização da GSK-3β induzidas 
pela OUA. Além disso, AR-A014418 reverteu o comportamento do tipo 
maníaco induzido por OUA. Esses resultados sugerem que os efeitos do 
tipo maníaco induzidos pela OUA estão associados com a ativação da 
GSK-3β (e inibição da PI3K e Akt), e Li e VPA exercem efeitos 
antimaníacos através da modulação desta via de sinalização. Portanto, 
sugerem-se mais estudos sobre essa via de sinalização e seu 
envolvimento no TB. 
 
Palavras-chave: Transtorno Bipolar; Ouabaína; Lítio; Valproato; AR-
A014418; GSK-3β. 
  
  
  
ABSTRACT 
Bipolar disorder (BD) is a chronic and recurrent mental disorder, 
characterized by mood alteration, alternating between manic and 
depressive episodes. Li is a gold standard to treat for BD. Valproic acid 
(VPA), which is an anticonvulsant, is also widely used for treat BD. 
Studies have shown that dysfunctions in Na
+
K
+
ATPase were involved in 
BD. Ouabain (OUA) is a DLCs that inhibits the Na
+
K
+
ATPase activity, 
and ICV administration inducing hyperactivity in rats. Glycogen 
synthase kinase 3 (GSK-3)  is constantly active within the cell, and its 
activity is inhibited after being phosphorylated by other enzymes, such 
as PI3K and Akt. GSK-3 has a key role in regulating relevant biological 
processes in BD. Studies have demonstrated that Li and VPA have a 
relevant role on GSK-3 sinaling pathway. The present study aimed to 
investigate the effects of mood stabilizers, specifically lithium (Li) and 
valproate (VPA), on PI3K/Akt signaling pathway in the brains of rats 
subjected to the ouabain (OUA)-induced animal model of mania. In 
addition, it was evaluated the effects of AR-A014418, a GSK-3β 
inhibitor, on manic-like behaviour induced by OUA. In the first 
experimental protocol Wistar rats received a single ICV injection of 
OUA or artificial cerebrospinal fluid (aCSF). From the day following 
ICV injection, the rats were treated for 6 days with intraperitoneal 
injections of saline, Li or VPA twice a day. In the second experimental 
protocol, rats received OUA, aCSF, OUA plus AR-A014418, or aCSF 
plus AR-A014418. In the 7th day after OUA injection, locomotor 
activity was measured using the open-field test. In addition, we analyzed 
levels of p-PI3K, p-MAPK, p-Akt, p-GSK-3β in the brain of rats by 
immunoblot. Li and VPA reversed OUA-related hyperactivity. OUA 
decreased pPI3K, pAkt and pGSK-3β levels. Li and VPA improved 
these OUA-induced cellular dysfunctions; however, the effects of the 
mood stabilizers were dependent on the protein and brain region 
analyzed. In addition, AR-A014418 reversed the manic-like behavior 
induced by OUA. These findings suggest that the manic-like effects of 
ouabain are associated with the activation of GSK-3β, and that Li and 
VPA exert protective effects against OUA-induced inhibition on GSK-
3β pathway. 
 
Keywords: Bipolar Disorder, Ouabain, Lithium, Valproate, AR-
A014418, GSK-3β. 
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1 INTRODUÇÃO 
 
1.1 TRANSTORNO BIPOLAR 
 
O transtorno bipolar (TB) é um transtorno crônico e recorrente, em 
que ocorre a alternância entre episódios de depressão, mania ou 
hipomania, sendo que estes podem ocorrer de forma isolada ou mista 
(American Psychiatric Association, 2013). De acordo com o DSM-5, o 
marco clínico para o diagnóstico do TB é a mania. Porém, a alternância 
entre os estados de humor neste transtorno pode ser de dois tipos: com a 
presença de mania e depressão (tipo I) ou hipomania e depressão (tipo 
II). No Brasil, de acordo com Viana e Andrade (2012), o TB apresentou 
uma prevalência geral de 2,1%, sendo que do tipo I apresenta 
prevalência de 0,9%, enquanto que o TB do tipo II apresentou 
prevalência de 0,2%. 
O marco clínico do diagnóstico de TB é a presença de episódios 
maníacos. O paciente bipolar em um episódio maníaco apresenta 
pensamento acelerado, aumento de energia, humor elevado e ideias de 
grandeza que podem ser até delirantes, tornando-se eufórico e 
facilmente irritável. Já na depressão bipolar, o paciente apresenta humor 
deprimido, baixa-autoestima e, em muitos casos, pensamentos suicidas. 
Entre os períodos de mania e depressão podem ocorrer episódios mistos, 
em que o paciente apresenta características dos dois polos, ou seja, 
alternando subitamente o humor entre mania e depressão (Kapczinski e 
Quevedo, 2016). 
De acordo com a Organização Mundial da Saúde (OMS), o TB é a 
sexta maior causa de incapacidade e a terceira entre as doenças mentais, 
ficando atrás apenas da depressão unipolar e da esquizofrenia (Costa, 
2008). Na prática clínica, os pacientes com TB possuem, com bastante 
frequência, comorbidades. Os índices de comorbidades entre os 
pacientes diferem significativamente entre tipo I, com 88,2% e tipo II, 
com 83,1% (Merikangas et al., 2011). Entre as causas de comorbidade 
em pacientes com TB, destacam-se o abuso de substâncias e o 
transtorno de ansiedade (Bega et al., 2012; Mitchell et al., 2013). O TB 
é caracterizado como um problema de saúde pública, estando associado 
a elevados riscos de mortalidade. Aproximadamente 25% dos pacientes 
tentam suicídio em alguma etapa de suas vidas, sendo que 11% 
completam este intento (Merikangas et al, 2011; Mitchell et al., 2013). 
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1.1.1 Tratamento do Transtorno Bipolar 
 
O tratamento de pacientes com TB ainda constitui uma tarefa 
altamente complexa, antes de tudo, por envolver estratégias distintas nos 
diferentes estágios desse transtorno (Cheniaux, 2011). O lítio (Li) é o 
“padrão ouro” utilizado no tratamento do TB, sendo o primeiro fármaco 
aprovado pela Food and Drug Administration, e já vem sendo utilizado 
há mais de 50 anos para o tratamento nas fases agudas e de manutenção 
do TB. É eficaz nos episódios de mania aguda, sendo particularmente 
indicado para mania eufórica e hipomania. Também oferece 
propriedades anti-suicidas; porém, seu uso requer cuidados, no sentido 
de que a retirada abrupta predispõe a um risco aumentado de recaídas e 
suicídio (Kapczinski e Quevedo, 2016).  
Diversos anticonvulsivantes possuem aplicação no tratamento do TB, 
os quais vêm sendo amplamente utilizados na prática clínica, sendo que, 
atualmente, o valproato (VPA) e a carbamazepina (CBZ) fazem parte 
desse arsenal terapêutico, ambos com propriedade antimaníacas. Assim 
como o Li, estes anticonvulsivantes também apresentam inconvenientes, 
como falta de eficácia para a totalidade dos pacientes, interações 
farmacológicas, teratogenecidade e a necessidade de monitoração 
terapêutica (Kapczinski e Quevedo, 2016; Miller, 2016). 
Diante dessas opções terapêuticas, o que deveria ser observado na 
prática clínica seria um cenário bastante otimista. Contudo, o que se 
observa é que a maioria dos pacientes bipolares, mesmo seguindo um 
tratamento regular e adequado, apresenta uma evolução desfavorável. 
Isso se dá pelo fato de que existem muitos sintomas que resistem ao 
tratamento. Além disso, alguns pacientes acabam por não aderir ao 
tratamento devido aos efeitos colaterais dos fármacos.  Dentre os efeitos 
colaterais mais comuns podemos citar: aumento de peso, poliúria, 
tremor, fadiga, problemas dermatológicos, lentidão dos movimentos e 
problemas sexuais (Rosa et al., 2006; Cheniaux, 2011). Lembrando que 
o Li, apesar de todos os seus efeitos colaterais, ainda é a medicação mais 
indicada para o tratamento do TB, pois é o medicamento que age de 
forma mais eficaz frente aos sintomas do transtorno e também agir sobre 
diversas vias de sinalização. 
 
1.2 VIA PI3K/Akt/GSK-3 
 
Fosfatidil Inositol 3 Quinase, ou PI3K, é uma importante proteína 
quinase envolvida nos processos de diferenciação celular e de regulação 
da mitogênese. Essa proteína é considerada essencial para que ocorra o 
transporte de glicose, por agir sobre a fosforilação de outras proteínas 
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envolvidas nesse transporte (Shepherd et al, 1995; Czech e Corvera, 
1999). Inicialmente, a PI3K foi identificada como um dímero, tendo 
uma subunidade regulatória (p85) e uma subunidade catalítica (p110) 
(Backer et al., 1992). A ativação da PI3K se da através da sinalização 
celular em diversos tipos de receptores, que em sucessão é modulada 
por fatores genéticos ou ambientais (Liu e Yao, 2016). A PI3K catalisa a 
fosforilação da proteína quinase B (PKB), também conhecida como Akt 
(White e Kahn, 1994; Bayascas, 2008). 
A Akt é uma enzima do tipo serina/treonina quinase que, quando 
acoplada a membrana celular, sofre uma alteração na sua conformação, 
que leva a ativação dos aminoácidos treonina 308 e serina 407, que 
finalmente levam a ativação dessa enzima (Vivanco e Sawyers, 2002). 
A família Akt, identificada em mamíferos, possui as isoformas Akt1, 
Akt2 e Akt3, as quais podem ser ativadas pelo mesmo mecanismo 
descrito anteriormente (Okano et al., 2000). Essa enzima possui papel 
fundamental na progressão do ciclo e crescimento celular, diferenciação 
de células musculares, como também em outros processos tais como 
estimulação da absorção de glicose, inibição de apoptose (Takuwa et al., 
1999; Hayashi et al., 1999; Summers et al., 1999; Zhou et al., 2000). 
A via de sinalização PI3K/Akt (Figura 1) possui um importante papel 
na regulação do crescimento celular, proliferação, migração, entre outras 
funções (Cantley, 2002). Após ser ativada, via fosforilação através da 
PI3K, a Akt fosforila e inativa a enzima glicogenio sintase quinase 3 
(GSK-3), levando a ativação da glicogênio sintase (GS), que como 
consequência, leva a síntese de glicogênio (Cohen et al, 1997). 
 
1.2.1 Glicogênio Sintase Quinase 3 (GSK-3)  
 
A GSK-3 é uma serina/treonina quinase, que ao contrário da maioria 
das quinases, está constantemente ativada na célula, e interage com 
diversas vias de sinalização, como a via Wnt, MAPK, PI3K e Akt 
(Doble e Woodgett, 2003). A MAPK é um importante regulador de 
excitabilidade sináptica, expressão gênica, entre outras funções (Pernice 
et al., 2016). Em mamíferos, existem duas isoformas de GSK-3: GSK-
3α e GSK-3β, as quais regulam processos de apoptose e de plasticidade 
celular (Crowder e Freemam, 2000; Zhao et al., 2007). Evidencias 
sugerem que a atividade aumentada de GSK-3 estimula processos 
apoptóticos e, inibindo sua atividade, atenua ou preveni apoptose (Gould 
et al., 2006). A GSK-3β altera sua conformação quando fosforilada em 
Serina 9, a qual consiste na ligação da região N-terminal ao domínio 
catalítico, impedindo a ligação de um substrato, tornando-se inativada 
(Figura 2) (Beurel et al., 2015). 
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Figura 1: Via de sinalização PI3K/Akt. A ligação de fatores de crescimento 
com enzimas receptoras (RTK) resulta em auto-fosforilação e também na 
formação de dímeros. A proteína adaptadora Grb2 se liga ao receptor, assim 
formando um complexo com a SOS. Como resultado dessa ligação, ocorre a 
estimulação da troca de GDP para GTP na RAS. A Neurofibromina tem 
atividade RAS-GTPase e inativa a RAS. Por sua vez, a RAS ativa a PI3K, a 
AKT e a mTOR. Essa via também é capaz de modular a atividade de GSK-3. 
Paralelamente, também ocorre a ativação da via das MAPK´s, em que a RAS 
fosforila e ativa a MEK e a ERK . RTKs = tirosina quinase receptora. P = 
fosforilação. Grb2 = proteína associada a receptor de fator de crescimento 2. 
SOS = homólogo mamífero do Son of Sevenless da Drosophila;  RAS = 
homológo do oncogene viral do sarcoma do rato. GDP = guanosina difosfato. 
GTP = guanosina trifosfato. RAF = homólogo do oncogene viral do sarcoma 
murino. MEK = MAPK-ERK quinase. PI3K = fosfatidilinositol-3-quinase. 
AKT= Proteína quinase B. mTOR = alvo da rapamicina em mamíferos.NA: No 
contexto dos condrócitos, pense em fatores de crescimento como os FGF e a 
RTK como o FGFR3 Adaptado de Brems et al., 2009. 
 
O inicial interesse na GSK-3β como um alvo terapêutico para 
transtornos de humor foi através da observação de que lítio podia inibir 
diretamente essa enzima (Klein e Melton, 1996). Estudos demonstram 
que a diminuição de plasticidade e a atrofia celular estão envolvidas no 
TB e que lítio exerce efeitos neuroprotetores (Coyle e Duman, 2003). 
Alguns experimentos comportamentais em modelos animais (modelos 
genéticos e farmacológicos) tem mostrado que a manipulação da cascata 
de sinalização da GSK-3β produz ambos os efeitos, antidepressivo e 
25 
 
antimaníaco em modelos de depressão ou de mania. Em camundongos 
transgênicos que superexpressavam GSK-3β foi observado um 
comportamento de hiperatividade, o qual é considerado um 
comportamento do tipo maníaco (Prickaerts et al., 2006). O inibidor da 
GSK-3β, AR-A014418, administrado de forma i.c.v. reduziu a 
imobilidade no teste de nado forçado e atenuou a hiperatividade 
induzida por anfetamina em ratos (Gould et al., 2004). 
  
 
Figura 2: Fosforilação de GSK-3β em Serina 9. A: Conformação natural de 
GSK-3β quando ativa dentro da célula, com destaque para as regiões regulatória 
e catalítica. B: Conformação de GSK-3β após fosforilação em serina 9, com a 
mudança da cauda N-terminal. C: Ligação de um substrato na região catalítica 
de GSK-3β ocorrendo de forma natural. D: Com a mudança de conformação da 
GSK-3β após fosforilada em serina 9, o substrato fica impedido de se ligar a 
região catalítica. Figura retirada de Beurel et al., 2015. 
 
Além disso, estudos tem demonstrado que a GSK-3β está envolvida 
com uma série de doenças mentais, tais como Doença de Alzheimer, TB 
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e esquizofrenia (Doble e Woodgett, 2003; Su et al., 2014). Os 
estabilizadores do humor, Li e VPA, são inibidores seletivos da GSK-3β 
(De Sarno et al., 2002; Machado-Vieira et al., 2009; Jope, 2011; 
Cechinel-Recco et al., 2012; Huang et al., 2014). Portanto, essa 
molécula parece ter um papel fundamental na fisiopatologia do TB. 
 
1.3 MODELOS ANIMAIS DE TRANSTORNOS PSIQUIÁTRICOS 
 
Recentes avanços genéticos, neurobiológicos e farmacológicos tem 
contribuído para o desenvolvimento de novos modelos animais, os quais 
tem sido uma ferramenta importante para o estudo de sistemas 
intracelulares que podem estar envolvidos na fisiopatologia dos 
transtornos psiquiátricos (Manji e Chen, 2002; Einat et al., 2003). 
Entretanto, nenhum modelo animal, até o momento, mimetiza 
totalmente um determinado transtorno psiquiátrico. Principalmente o 
TB, que apresenta um curso clínico complexo, com alterações de humor 
recorrentes, incluindo episódios maníacos, depressivos e mistos, 
tornando o desenvolvimento de um modelo animal adequado um desafio 
para a comunidade científica (Machado-Vieira et al., 2004). 
Ellenbroek e Cools (1990) descreveram previamente os critérios 
necessários para considerar um modelo animal em transtorno 
psiquiátrico válido. Entre estes encontram-se: mimetizar os sintomas do 
determinado transtorno (validade de face); reproduzir alguns aspectos 
fisiopatológicos do transtorno (validade de construção); os fármacos 
usados no tratamento do transtorno devem reverter os sintomas 
induzidos no modelo animal (validade preditiva). 
 
1.3.1 Modelo animal de mania induzido por ouabaína 
 
Estudos tem caracterizado o modelo animal de mania induzido pela 
administração intracerebroventricular (ICV) de ouabaína (OUA) – um 
potente inibidor da sódio-potássio de adenosina trifosfatase 
(Na
+
K
+
ATPase) (Xue et al., 1997; El-Mallakh et al., 2003; Hennion et 
al., 2002; Riegel et al., 2010; Jornada et al., 2011). Os estudos prévios 
deste grupo de pesquisa demonstraram que a reprodução dos sintomas 
tipo-maníaco (hiperatividade após a injeção ICV de OUA em ratos) 
permanece por sete dias após uma única administração (Riegel et al., 
2010; Jornada et al., 2011),  o que contempla a validade de face do 
modelo. Neste contexto, contemplando a validade de construção do 
modelo, diversos estudos tem mostrado que pacientes bipolares 
apresentam uma diminuição da atividade da Na
+
K
+
ATPase, tanto em 
episódios maníacos quanto em episódios depressivos (Coppen et al., 
27 
 
1966; Looney e El-Mallakh,1997; Li e El-Mallakh, 2004). Além disso, 
foi encontrado um aumento de OUA endógena, um glicosídeo 
produzido pela adrenal e pelo hipotálamo, no córtex parietal de 
pacientes bipolares quando comparado com controles saudáveis 
(Goldstein et al., 2006).   
A administração de OUA em ratos, além de induzir hiperatividade, 
parece induzir também hipoatividade, que pode ser considerada sintoma 
do tipo-depressivo.  Ambos os sintomas induzidos pela OUA são 
prevenidos pela administração de Li, que como descrito anteriormente, é 
um clássico estabilizador do humor usado no tratamento de TB (Xue et 
al., 1997; Jornada et al., 2011), contemplando a validade preditiva do 
modelo. Juntos esses estudos demonstram que a administração ICV de 
OUA em ratos pode ser considerada um bom modelo animal de mania, 
pois contempla, como já citado anteriormente, as três validades para a 
caracterização de um modelo animal de mania: a validade de face, de 
construção e preditiva. 
Há uma grande variedade de estratégias para medicamentos em 
desenvolvimento, que ainda necessitam de estudos mais elaborados e, 
principalmente, em longo prazo. Entre as pesquisas farmacoterápicas em 
curso, merecem atenção especial aquelas acerca dos novos 
estabilizadores do humor, cujo potencial terapêutico parece contribuir 
tanto para a remissão dos sintomas quanto para a proteção neuronal 
(Ribeiro et. al., 2005). Diante desta realidade, observa-se uma 
dificuldade no tratamento do TB, visto que a maioria deles visa apenas 
tratar os sintomas do transtorno. Por isso à importância de pesquisas na 
busca de, não apenas novos fármacos, mas também na busca de novos 
alvos terapêuticos para o TB. Apesar da importância do TB para a carga 
global de doenças, seu tratamento não teve considerável evolução desde 
sua descoberta, principalmente pelo pouco conhecimento sobre a sua 
fisiopatologia. Tendo em vista o atual panorama do transtorno, o 
presente estudo se faz importante por investigar a via da 
PI3K/Akt/GSK-3β como possível novo parâmetro fisiopatológico no 
TB. 
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2 OBJETIVOS 
 
2.1 OBJETIVO GERAL 
 
Avaliar os efeitos de Li e de VPA sobre as vias da MAPK/GSK-3β e 
da PI3K/Akt/GSK-3β em um modelo animal de mania induzido por 
OUA. 
 
2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS  
 
- Avaliar os efeitos de Li e de VPA sobre parâmetros 
comportamentais de ratos submetidos a um modelo animal de mania 
induzido por OUA; 
- Avaliar os efeitos de Li e de VPA sobre os níveis totais e 
fosforilados de PI3K em córtex frontal e hipocampo de ratos submetidos 
a um modelo animal de mania induzido por OUA; 
- Avaliar os efeitos de Li e de VPA sobre os níveis totais e 
fosforilados de Akt em córtex frontal e hipocampo de ratos submetidos a 
um modelo animal de mania induzido por OUA; 
- Avaliar os efeitos de Li e de VPA sobre os níveis totais e 
fosforilados de GSK-3β em córtex frontal e hipocampo de ratos 
submetidos a um modelo animal de mania induzido por OUA; 
- Avaliar os efeitos de Li e de VPA sobre os níveis totais e 
fosforilados de MAPK em córtex frontal e hipocampo de ratos 
submetidos a um modelo animal de mania induzido por OUA; 
- Avaliar os efeitos do AR-A014418 sobre a atividade locomotora de 
ratos Wistar submetidos ao modelo animal de mania induzido por OUA. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 
 
3.1 ASPECTOS ÉTICOS 
 
Todos os procedimentos experimentais foram realizados de acordo 
com as recomendações internacionais para o cuidado e o uso de animais 
de laboratório, além das recomendações para o uso de animais do 
Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal (CONCEA). 
Este projeto foi executado sob aprovação da Comissão de Ética no Uso 
de Animais (CEUA) da Universidade do Extremo Sul Catarinense, 
através do protocolo nº 001/2016-1 (Anexo A). 
 
3.2 ANIMAIS 
 
Foram utilizados 84 ratos Wistar (Rattus norvegicus), machos, adultos 
(60 dias), com 250-300g, provenientes do biotério da UNESC. Os 
animais foram acondicionados em caixas de polipropileno (41x34x16 
cm), cinco ratos por caixa, sob um ciclo claro/escuro de 12 horas 
(06:00h às 18:00h), recebendo comida e água ad libitum. O ambiente foi 
mantido a temperatura de 23 + 1º C.  
 
3.3 DESENHO EXPERIMENTAL I 
 
3.3.1 Procedimento Cirúrgico 
 
Os animais foram anestesiados com cloridrato de cetamina 80 mg/kg e 
xilasina 10 mg/kg intramuscular. No aparelho estereotáxico, foi 
removida a pele na região craniana do rato. A cânula guia - de 1 mm - 
foi implantada no ventrículo lateral a partir das seguintes coordenadas: 
0,9 mm para trás do bregma, 1,5 mm à direita do bregma e 2,6 mm de 
profundidade (Figura 3). Em seguida, a fixação da cânula guia foi feita 
com acrílico dental. Os animais ficaram em recuperação durante três 
dias (Figura 4), antes da administração ICV. Os procedimentos pós-
operatórios, feitos para minimizar o sofrimento dos animais, se deram 
da seguinte forma: 1) foi colocado aquecedor para evitar hipotermia, que 
pode ser induzida pelo anestésico utilizado no presente estudo; 2) os 
animais foram observados até acordarem para que eles não se 
machucassem após a operação; 3) os animais receberam uma única 
injeção intramuscular do analgésico Tramadol (10mg/kg), o qual possui 
efeitos que perduram por sete dias. 
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Figura 3: Corte histológico de localização da cânula. A: Representação 
esquemática da região injetada. A linha vertical preta representa a cânula guia 
implantada durante a cirurgia estereotáxica, e a linha vermelha representa a 
infusão da agulha no ventrículo lateral. B: Corte cerebral das áreas do 
ventrículo. Figura adaptada de Paxinos e Watson (2006). 
 
3.3.2 Administração Intracerebroventricular e tratamento 
 
As injeções ICV de OUA ou líquido cefalorraquidiano artificial 
(aCSF- sigla do inglês) foram administradas 72 h após a cirurgia. 
Imediatamente após a administração ICV, os ratos, que receberam 5µl 
de OUA 10
-3
M ou aCSF, começaram ser tratados com injeções 
intraperitoneais (i.p.) de salina (NaCl 0,9%; 2vezes/dia), Li (47,5mg/kg; 
2vezes/dia) ou VPA (200mg/kg; 2vezes/dia). A administração dos 
fármacos permaneceu durante sete dias. Os grupos experimentais foram 
divididos da seguinte forma: aCSF ICV + salina ip (aCSF + Sal); aCSF 
ICV + lítio ip (aCSF + Li); aCSF ICV + valproato ip (aCSF + VPA); 
OUA ICV + salina ip (OUA + Sal); OUA ICV + lítio ip (OUA + Li); 
OUA ICV + valproato ip (OUA + VPA). 
Para o cálculo da amostra do modelo animal por infusão (ICV) de 
OUA, foi levado em consideração a mortalidade e a perda da cânula nos 
animais. Nos últimos seis anos, este grupo de pesquisa tem trabalhado 
com cirurgia para a implantação de cânula guia no ventrículo lateral de 
ratos (Riegel et al., 2009; 2010; Jornada et al., 2010; 2011; Arent et al., 
2011), e foi possível observar que há uma perda de aproximadamente 
30% dos animais. Ao final do experimento, foram utilizados 14 animais 
por grupo, totalizando 84 animais. Vinte e quatro horas após o ICV, os 
animais foram submetidos ao teste do campo aberto, e imediatamente 
após o teste, foram submetidos a eutanásia por decapitação, onde foi 
retirado o cérebro dos animais. Foram retirados o córtex-frontal e o 
hipocampo dos animais para posteriores análises bioquímicas. 
As doses das substâncias utilizadas no presente estudo foram baseadas 
em estudos anteriores: OUA foi retirada de Riegel et al. (2009), Li e 
33 
 
VPA de Jornada et al. (2010). Todos os animais tratados com Li tiveram 
os níveis plasmáticos de Li entre 0,6 e 1,2 mEq/L, conforme 
recomendado no tratamento para TB. 
Verificações postmortem do local da cânula foram executadas 
conforme estudos anteriores (Barros et al., 1999). Foi verificado 
histologicamente no cérebro de 33% dos animais de cada grupo. Em 
todos os animais analisados, a cânula estava corretamente posicionada. 
 
Figura 4: Desenho experimental I. No primeiro dia foi realizada a cirurgia 
estereotáxica para a implantação da cânula no ventrículo lateral. Após 72h (no 
quarto dia), os animais receberam uma administração ICV de OUA ou aCSF, e 
imediatamente após o ICV, os animais receberam o tratamento via 
intraperitoneal com Sal, Li ou VPA, que continuou durante sete dias. Vinte e 
quatro horas após a ultima administração via i.p. (no 11° dia de experimento), 
os animais foram submetidos ao teste do Campo Aberto (Open Field), e logo 
após o teste comportamental, foram submetidos à morte por decapitação. 
 
 
3.4 DESENHO EXPERIMENTAL II 
 
Os animais foram submetidos ao mesmo procedimento cirúrgico e 
cuidados pós-operatórios do Desenho Experimental I. Foram utilizados 
7 animais por grupo, totalizando 28 animais. 
 
3.4.1 Administração Intracerebroventricular e tratamento 
 
Os animais receberam uma única injeção ICV de 4µl de OUA 10
-3
M 
dissolvida em aCSF, ou 4µl apenas de aCSF. Juntamente com a 
administração dessas duas substâncias, os animais receberam 1µl de 
AR-A014418 (1,2mM) ou 1µl de aCSF. As injeções 
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intracerebroventricular de OUA, aCSF ou AR-A014418 foram 
administradas 72 h após a cirurgia (Figura 5). Os grupos experimentais 
foram divididos da seguinte forma: aCSF + aCSF; aCSF + AR-
A014418; OUA + aCSF; OUA + AR-A014418. Sete dias após o ICV, 
os animais foram submetidos ao teste do campo aberto. 
A dose de AR-A014418 utilizada no presente estudo (1,2mM) foi 
baseada no estudo anterior de Gould et al. (2004). Os autores 
demonstraram que a administração de AR-A014418 na dose de 
30mmol/kg resulta em uma concentração cerebral de aproximadamente 
1,2mM, que reverteu a hiperatividade induzida por anfetamina em ratos 
(Gould et al., 2004). 
 
 
Figura 5: Desenho experimental II. No primeiro dia, foi realizada a cirurgia 
estereotáxica para a implantação da cânula no ventrículo lateral. Após 72h (no 
quarto dia), os animais receberam uma administração ICV de OUA (OUA), 
AR-A014418 ou aCSF, e imediatamente após o ICV. Sete dias após o ICV (10° 
dia de experimento), os animais foram submetidos ao teste do Campo Aberto, e 
logo após o teste comportamental, foram submetidos à morte por decapitação. 
 
3.5 TESTE DO CAMPO ABERTO 
 
Vinte e quatro (24) horas após a última aplicação do tratamento (Li ou 
VPA), os animais foram submetidos ao teste do campo aberto a fim de 
avaliar a atividade locomotora. O aparelho para a realização deste teste 
comportamental consiste em uma caixa com 40x60 cm de comprimento 
e 50 cm de altura, com as paredes laterais e do fundo em madeira, a 
parede da frente de vidro transparente, e o chão em madeira (dividido 
por linhas pretas formando nove quadrantes), com uma lâmina de vidro 
por cima, sem cobertura no teto. Os animais foram colocados na sala de 
realização do teste 30 minutos antes do início, para habituação com o 
local.  
O teste consiste em colocar o animal dentro da caixa, no canto 
superior direito, permanecendo no aparelho durante 5 minutos. Neste 
teste foi avaliado: 1) o numero de vezes em que o animal cruzou cada 
quadrante (crossing, parâmetro avaliado para mensurar atividade 
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locomotora); 2) o número de vezes que o animal suspendeu o corpo 
através das patas traseiras (rearings, parâmetro avaliado para mensurar 
atividade exploratória); 3) número de vezes que o animal foi até o 
quadrante centra do aparelho (visitas ao centro, parâmetro avaliado para 
mensurar comportamento de risco); 4) o número de vezes que o animal 
apresentou comportamento de limpeza do corpo (grooming, parâmetro 
avaliado para mensurar comportamento estereotípico) e; 5) o número de 
vezes que o animal apresentou comportamento de esfregar as vibrissas 
com as patas dianteiras (sniffing, parâmetro avaliado para mensurar 
comportamento estereotípico). O aparelho foi limpo entre um animal e 
outro com álcool 10%. 
 
3.6 PREPARAÇÃO DAS AMOSTRAS BIOLÓGICAS E WESTERN 
BLOTTING 
 
Após o teste do campo aberto do desenho experimental I, os animais 
foram submetidos à eutanásia por decapitação com uso de guilhotina. Os 
cérebros dos animais foram dissecados para a retirada do córtex-frontal 
e hipocampo. Imediatamente após, as amostras de córtex frontal e 
hipocampo foram solubilizadas em tampão de amostra composto por 
dodecilsulfato de sódio (SDS) 4%, Tris 50 mM, EDTA 100mM e b-
mercaptoetanol 8%, pH 6,8. A expressão das proteínas foi detectada por 
Western blot como descrito por Leal et al. (2002). As amostras foram 
submetidas a uma eletroforese em gel de poliacrilamida a 10% com SDS 
(SDS-PAGE) em um sistema "mini-gel" (BioRad, EUA). As proteínas 
foram transferidas para as membranas de transferência de Fluoreto 
Polivinidileno (PVDF) Immobilon-FL (Millipore, EUA). A carga da 
proteína e a eficiência de transferência de mancha foram monitoradas 
por coloração com Ponceau S (0,5% de Ponceau: 1% de ácido acético). 
As membranas foram bloqueadas durante 1 h com solução salina 
tamponada com Tris (TBS) e 0,1% de Tween-20 (TBST-T) (pH 7,4) e 
leite (0.5%). As proteínas foram detectadas utilizando os anticorpos 
primários: anti-total GSK-3β (GSK-3β), anti-fosfo-GSK-3β (Ser 9) (p-
GSK-3β), anti-total AKT (AKT), anti-fosfo-AKT (p-AKT), anti-total 
PI3K (PI3K), anti-fosfo-PI3K (p-PI3K), diluídos em TBS-T e 
armazenado durante a noite a 4°C. Após a lavagem, as membranas 
foram incubadas durante 1 h com anticorpo de cabra anti-camundongo 
(1: 5000; Sigma Aldrich, EUA) conjugado a uma peroxidase. Os 
imunocomplexos foram visualizados pelo sistema de detecção de 
quimioluminescência reforço (GE Healthcare, Reino Unido) como 
descrito pelo fabricante. A análise densitométrica foi efetuada utilizando 
o software ImageJ (versão Java 1.6.0_20, EUA). As concentrações de 
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proteína total foram determinadas utilizando o método descrito por 
Lowry e colaboradores (1951). 
 
3.6 ANÁLISE ESTATÍSTICA 
 
Para os testes comportamentais e imunoquímicos a diferença entre os 
grupos foi avaliada pela análise de variância (ANOVA) de duas vias, 
utilizando o software Statistica 7®, e para a construção dos gráficos foi 
utilizado o programa Graph Prism 5®. Quando o valor de F foi 
significativo, comparações post hoc foram feitas pelo teste de Duncan. 
A significância estatística foi considerada para valores de p < 0,05. As 
correlações foram analisadas utilizando a correlação de Pearson. O 
coeficiente de correlação de Pearson foi utilizado para analisar força da 
relação entre variáveis contínuas. 
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4 RESULTADOS 
 
Avaliação dos efeitos de Li e de VPA sobre parâmetros 
comportamentais de ratos submetidos a um modelo animal de mania 
induzido por OUA 
 
A Figura 6 mostra os efeitos do tratamento com Li e VPA sobre o 
comportamento do tipo maníaco, induzido pela administração ICV de 
OUA nos ratos. Análises posteriores utilizando post hoc de Duncan 
mostraram que a administração de OUA aumentou a locomoção 
(crossings) (Figura 6A), exploração (rearings) (Figura 6B), 
comportamento de risco (visitas ao centro do open field) (Figura 6C) e 
comportamentos do tipo estereotípico (Grooming Figura 6D e Sniffing 
Figura 6E). As alterações comportamentais induzidas por OUA foram 
prevenidas pelo Li e pelo VPA. Li e VPA reduziram a hiperatividade 
sem afetar a locomoção e exploração natural dos animais, indicando que 
os efeitos dos estabilizadores do humor sobre animais tratados com 
OUA não está associado com sedação.  
ANOVA de duas vias revelou efeitos significativos da administração 
de OUA [Crossings: F(1.42) = 82.85, p < 0.001; Rearings: F(1.42) = 
21.03, p < 0.001; Visitas ao centro: F(1.42) = 12.15, p = 0.001; 
Grooming: F(1.42) = 77.51, p < 0.001; Sniffing: F(1.42) = 1.71, p = 
0.198], e tratamento [Crossings: F(2.42) = 59.24, p < 0.001; Rearings: 
F(2.42) = 31.02, p < 0.001; Visitas ao centro: F(2.42) = 24.76, p < 
0.001; Grooming: F(2.42) = 101.63, p < 0.001; Sniffing: F(2.42) = 
18.39, p < 0.001], e a significância entre administração de OUA × 
tratamento [Crossings: F(2.42) = 58.41, p < 0.001; Rearings: F(2.42) = 
25.65, p < 0.001; Visitas ao centro: F(2.42) = 28.34, p < 0.001; 
Grooming: F(2.42) = 98.78, p < 0.001; Sniffing: F(2.42) = 15.08, p < 
0.001]. 
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Figura 6: Efeitos da administração de Li e VPA sobre parâmetros 
comportamentais de animais submetidos ao modelo animal de mania induzido 
por OUA. Os dados foram avaliados por analises de variância de duas vias, 
seguidos por teste de Duncan quando F foi significativo. Os valores foram 
expressos por media ± D.P. *p < 0.05 comparado com o grupo aCSF + Sal. #p < 
0.05 comparado com o grupo OUA. OUA = OUA, aCSF = líquido 
cefalorraquidiano artificial, Sal = Salina, Li = lítio, VPA = valproato. 
 
Avaliação dos efeitos de Li e de VPA sobre os níveis totais e 
fosforilados de PI3K, Akt e GSK-3β em córtex frontal e hipocampo de 
ratos submetidos a um modelo animal de mania induzido por OUA 
 
A Figura 7A mostra que a OUA diminuiu significativamente a 
fosforilação de PI3K no córtex frontal e hipocampo dos ratos. O 
tratamento com Li e VPA reverteu essas alterações no hipocampo, mas 
não no córtex frontal. O tratamento com Li sozinho aumentou a 
fosforilação de PI3K no córtex frontal. ANOVA de duas vias revelou 
significância dos efeitos de administração ICV de OUA [córtex frontal: 
F (1.18) = 43.95, p < 0.001; hipocampo: F (1.18) = 6.06, p = 0.024] e 
tratamento [córtex frontal: F (2.18) = 6.21, p = 0.008; hipocampo: F 
(2.18) = 18.56, p < 0.001] e significância entre administração de OUA x 
tratamento [córtex frontal: F (2.18) = 8.71, p = 0.002; hipocampo: F 
(12.18) = 12.39, p < 0.001]. 
Pode ser observado na Figura 7B, que a OUA diminuiu 
significativamente a fosforilação de Akt no córtex frontal e hipocampo 
dos ratos. Nos animais submetidos ao modelo animal de mania induzido 
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por OUA, o tratamento com Li e VPA aumentou a fosforilação de Akt 
em ambas as estruturas, quando comparadas ao grupo controle. Em 
adição, o VPA sozinho diminuiu a fosforilação de Akt no hipocampo 
dos ratos. Dados com ANOVA de duas vias revelaram efeitos 
significativos de administração ICV de OUA [córtex frontal: F (1.18) = 
8.07, p = 0.01; hipocampo: F (1.18) = 11.88, p = 0.002] e tratamento 
[córtex frontal: F (2.18) = 22.33, p < 0.001; hipocampo: F (2.18) = 7.73, 
p = 0.003] e significância entre administração de OUA x tratamento 
[córtex frontal: F (2.18) = 14.05, p < 0.001; hipocampo: F (2.18) = 
25.83, p < 0.001]. 
A Figura 7C mostra que a fosforilação de GSK-3β foi diminuída em 
todas as estruturas avaliadas nos ratos submetidos a administração de 
OUA. O tratamento com Li e VPA protegeu parcialmente sobre a 
diminuição da fosforilação de GSK-3β induzida por OUA no córtex 
frontal. Entretanto, nos animais submetidos ao modelo animal de mania 
induzido por OUA, o tratamento com Li e VPA aumentou a fosforilação 
de GSK-3β em ambas as estruturas, quando comparado ao grupo 
controle. O tratamento com Li per se diminuiu a fosforilação de GSK-
3β no córtex frontal, e Li e VPA per se aumentaram esses níveis no 
hipocampo. Dados com ANOVA de duas vias revelaram efeitos 
significativos de administração ICV de OUA [córtex frontal: F 
(1.18) = 106.97, p < 0.001; hipocampo: F (1.18) = 3.45, p = 0.079] e 
tratamento [córtex frontal: F (2.18) = 66.55, p < 0.001; hipocampo: F 
(2.18) = 146.95, p < 0.001] significância entre administração de OUA x 
tratamento [córtex frontal: F (2.18) = 136.64, p < 0.001; hipocampo: F 
(2.18) = 28.29, p < 0.001]. 
A Figura 8 mostra efeitos da administração de Li e VPA através das 
bandas da técnica de Western Blotting referentes a fosforilação de PI3K 
(A), Akt (B) e GSK-3β (C), em córtex frontal e hipocampo de ratos 
submetidos ao modelo animal de mania induzido por OUA. 
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Figura 7: Efeitos da administração de Li e VPA sobre a fosforilação de PI3K 
(A), Akt (B) e GSK-3β (C). Os dados foram avaliados por analises de variância 
de duas vias, seguidos por teste de Duncan quando F foi significativo. Os 
valores foram expressos por media ± D.P. *p < 0.05 comparado com o grupo 
aCSF. #p < 0.05 comparado com o grupo OUA. OUA = OUA, aCSF = líquido 
cefalorraquidiano artificial, Sal = Salina, Li = lítio, VPA = valproato. 
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Figura 8: Efeitos da administração de Li e VPA através das Bandas de Western 
Blotting sobre a fosforilação de PI3K (A), Akt (B) e GSK-3β (C). Fosforilação 
de PI3K (A), Akt (B) e GSK-3β (C) em córtex frontal e hipocampo de ratos 
submetidos ao modelo animal de mania induzido por OUA. 
 
Avaliação dos efeitos de Li e de VPA sobre os níveis totais e 
fosforilados de MAPK em córtex frontal e hipocampo de ratos 
submetidos a um modelo animal de mania induzido por OUA 
 
Conforme mostra a Figura 9, não houve alterações na fosforilação da 
MAPK em nenhuma das estruturas avaliadas. Dados com ANOVA de 
duas vias não revelaram efeitos significativos de administração ICV de 
OUA [córtex frontal: F (1.17) = 2.65, p = 0.121; hipocampo: F 
(1.18) = 1.54, p = 0.230], tratamento [córtex frontal: F (2.17) = 1.20, 
p = 0.323; hipocampo: F (2.18) = 0.55, p = 0.582] ou administração de 
OUA x tratamento [córtex frontal: F (2.17) = 3.43, p = 0.055; 
hipocampo: F (2.18) = 0.49, p = 0.619]. A Figura 10 mostra os efeitos 
da administração de Li e VPA através das bandas da técnica de Western 
Blotting, referentes a fosforilação de MAPK, em córtex frontal e 
hipocampo de ratos submetidos ao modelo animal de mania induzido 
por OUA. 
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Figura 9: Efeitos da administração de Li e VPA sobre a fosforilação de MAPK 
em córtex frontal e hipocampo de ratos. Os dados foram avaliados por analises 
de variância de duas vias, seguidos por teste de Duncan quando F foi 
significativo. Os valores foram expressos por media ± D.P. *p < 0.05 
comparado com o grupo aCSF. #p < 0.05 comparado com o grupo OUA. OUA 
= OUA, aCSF = líquido cefalorraquidiano artificial, Sal = Salina, Li = lítio, 
VPA = valproato. 
 
 
 
Figura 10: Efeitos da administração de Li e VPA através das Bandas de 
Western Blotting sobre a fosforilação de MAPK. Fosforilação de MAPK em 
córtex frontal e hipocampo de ratos submetidos ao modelo animal de mania 
induzido por OUA. 
 
Posteriormente, foi analisada a correlação entre a atividade 
locomotora e a fosforilação de PI3K (Figura 11A), Akt (Figura 11B), 
GSK-3β (Figura 11C) e MAPK (Figura 11D). Para avaliar esta 
correlação, foi utilizado o teste de correlação de Pearson. A atividade 
locomotora foi negativamente correlacionada com a fosforilação de 
PI3K no hipocampo, e com a fosforilação de Akt e GSK-3β em todas as 
estruturas avaliadas. A atividade locomotora não demonstrou correlação 
com a fosforilação de MAPK. Dados da correlação de Pearson para: 
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[córtex frontal (n = 24; r
2
 = 0.1616; p = 0.0515), hipocampo (n = 24; 
r
2
 = 0.2396; p = 0.015)], Akt: [córtex frontal (n = 24; r
2
 = 0.3793; 
p = 0.0014), hipocampo (n = 24; r
2
 = 0.699; p < 0.001)], GSK-3β: 
[córtex frontal (n = 24; r
2
 = 0.6212; p < 0.001), hipocampo (n = 24; 
r
2
 = 0.4069; p < 0.001)] e MAPK: [córtex frontal (n = 24; r
2
 = 0.01099; 
p = 0.63), hipocampo (n = 24; r
2
 = 0.007827; p = 0.68)]. 
 
 
Figura 11: Correlação entre atividade locomotora e fosforilação de PI3K, Akt, 
GSK-3β, e MAPK. Correlação entre atividade locomotora (crossings) e PI3K 
(A), Akt (B), GSK-3β (C) e MAPK (D) em córtex frontal e hipocampo de ratos 
submetidos ao modelo animal de mania induzido por OUA. Os resultados foram 
avaliados utilizando o teste de correlação de Pearson. 
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Avaliação dos efeitos do AR-A014418 sobre a atividade locomotora de 
ratos Wistar em um modelo de mania induzido pela administração de 
OUA 
 
A fim de avaliar a hipótese de que GSK-3β é um importante alvo para 
os efeitos terapêuticos do Li e do VPA, foi avaliado os efeitos do AR-
A014418 (um inibidor de GSK-3) sobre os efeitos do tipo maníaco 
induzidos pela OUA. Pode ser observado na figura 10, a administração 
de AR-A014418 também reverteu o aumento do número de crossings e 
rearings induzidos pela OUA. É importante observar que, o AR-
A014418 sozinho, não afetou a locomoção dos animais, indicando que 
os efeitos dessa substância não está associado com sedação. Dados com 
ANOVA de duas vias revelaram efeitos significativos de administração 
ICV de OUA [Crossings: F (1.24) = 38.87, p < 0.001; Rearings: F 
(1.24) = 21.17, p = 0.001] e tratamento [Crossings: F (1.24) = 9.94, 
p = 0.004; Rearings: F (1.24) = 4.33, p = 0.048] significância entre 
administração de OUA x tratamento [Crossings: F (1.24) = 9.49, 
p = 0.0051; Rearings: F (1.24) = 12.16, p = 0.0019]. 
 
 
Figura 12: Efeitos da administração de AR-A014418 sobre a atividade 
locomotora de ratos submetidos ao modelo animal de mania induzido por OUA. 
Os dados foram avaliados por analises de variância de duas vias, seguidos por 
teste de Duncan quando F foi significativo. Os valores foram expressos por 
media ± D.P. *p < 0.05 comparado com o grupo aCSF. #p < 0.05 comparado 
com o grupo OUA. 
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5 DISCUSSÃO 
 
A OUA (um inibidor seletivo da Na
+
K
+
ATPase), quando administrada 
em ratos, induz comportamento do tipo maníaco, e por isso esse vem 
sendo proposto como um bom modelo animal de mania (Machado-
Vieira et al., 2004; Valvassori et al., 2013). Alterações na Na
+
K
+
ATPase 
tem sido sugerido como um ponto crucial na fisiopatologia do TB. 
Vários estudos clínicos mostraram  a atividade da Na
+
K
+
ATPase 
diminuída em mania aguda, quando comparados com pacientes 
bipolares eutímicos (Hesketh et al., 1977; Naylor et al., 1980; Reddy et 
al., 1992). Um estudo prévio sugeriu que melhoras clínicas observadas 
em pacientes bipolares está relacionada com melhoras na atividade da 
Na
+
K
+
ATPase (Johnston et al., 1980). No presente estudo, foi possível 
reproduzir o modelo animal de mania induzido por OUA, caracterizado 
pela hiperatividade. Foi demonstrado aumento da atividade locomotora 
(crossings), exploratória (rearings), comportamento do tipo 
estereotípico (grooming e sniffing) e comportamento de risco (visitas ao 
centro do open field). Todas essas alterações comportamentais induzidas 
pela OUA foram revertidas pelos estabilizadores do humor, Li e VPA. 
Em adição, foi mostrado que Li e VPA agem sobre a via de sinalização 
de GSK-3β para reverter o comportamento do tipo maníaco induzido 
pela OUA. 
Estudos com esse modelo animal tem demonstrado que a 
hiperatividade induzida pela OUA está associada com alterações 
cerebrais similares aquelas observadas no TB. Um estudo pré-clinico 
anterior demonstrou que o comportamento do tipo maníaco induzido 
pela OUA foi acompanhado de stress oxidativo e de ativação de vias de 
morte celular (Valvassori et al., 2015). Neste estudo anterior, Valvassori 
e colaboradores (2015) demonstraram que a OUA aumentou a produção 
de superóxido em partículas submitocondriais, peroxidação lipídica, 
p53, Bax e diminuiu Bcl-2, sugerindo que a Na
+
K
+
ATPase está 
relacionada com a morte neuronal, observada no TB. No presente 
estudo, a OUA induziu uma diminuição significativa dos níveis de 
fosforilação de GSK-3β, enzima a qual está associada com apoptose e 
morte neuronal. É importante enfatizar que a GSK-3β está normalmente 
ativa nas células, e é desativada quando fosforilada (Li and Jope, 2010). 
No presente estudo, também foi demonstrado que a OUA diminui os 
níveis de fosforilação de PI3K e Akt, moléculas responsáveis pela 
desativação de GSK-3β. Juntos, esses estudos reforçam a ligação entre 
diminuição da atividade da Na
+
K
+
ATPase e morte neuronal, ambos 
observados na fisiopatologia do TB. 
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Em contrapartida, no estudo de Yu e colaboradores (2010) foi visto 
que a OUA 10
-3
M induziu uma diminuição significativa na fosforilação 
de Akt no córtex frontal, hipocampo e estriado de ratos. Além disso, no 
mesmo artigo, os autores mostraram que a administração ICV de OUA 
10
-3
M diminuiu a fosforilação de GSK-3β. Essa diferença nos resultados 
pode ser explicada pelo fato de que os autores acima citados utilizaram 
uma metodologia diferente da que foi empregada no presente estudo. Yu 
e seus colaboradores avaliaram os efeitos da OUA após 1, 2, 4 e 8 horas 
após a administração ICV e no presente estudo, foi avaliado os efeitos 
da OUA sete dias após uma única administração ICV. Um estudo 
anterior demonstrou que OUA 10
-2 
e 10
-3
M induziu hiperatividade 
imediatamente após a administração ICV, e essa resposta permaneceu 
durante sete dias (Riegel et al., 2009). Ruktanonchai et al. (1998) 
observaram que a hiperatividade em ratos persistiu nove dias após uma 
única injeção ICV de OUA. A partir desses resultados, pode-se sugerir 
que os efeitos agudos da OUA podem aumentar a fosforilação de Akt e 
GSK-3β, enquanto que os efeitos em longo prazo da OUA podem 
diminuir a fosforilação de Akt e de GSK-3β.  
Muitos dos efeitos da OUA são observados em pacientes bipolares, 
incluindo: diminuição de BDNF, alterações de funções mitocondriais e 
estresse oxidativo (Jornada et al., 2010, 2011; Kim et al., 2012; 
Valvassori et al., 2015; Lopes-Borges et al., 2015). Estudos tem 
demonstrado que o estresse oxidativo favorece a ativação de GSK-3 
(Dokken et al., 2008; Venè et al., 2014). Além disso, estudos pré-
clínicos anteriores demonstraram que fármacos antioxidantes 
conseguem aumentar a fosforilação de GSK-3, inativando essa enzima 
(Valencia et al., 2012). Dados da literatura demonstram que a OUA 
induz estresse oxidativo em cérebro de ratos submetidos ao modelo 
animal de mania, como também descrevem que a OUA aumenta a 
produção de superóxido, peroxidação de proteínas, peroxidação lipídica 
no tecido e em partículas submitocondriais em córtex frontal e 
hipocampo de ratos (Riegel et al., 2009, 2010; Valvassori et al., 2015). 
Em adição, foi demonstrado que a OUA altera enzimas antioxidantes, 
incluindo diminuição da atividade de catalase e aumento na atividade de 
superóxido dismutase (SOD) (Riegel et al., 2010; Jornada et al., 2011). 
Portanto, pode-se sugerir que o estresse oxidativo induzido pela OUA 
pode estar ativando a via de sinalização de GSK-3β, em outras palavras, 
diminuindo a fosforilação desta enzima. 
No presente estudo Li per se diminuiu a fosforilação de GSK-3β no 
córtex frontal dos ratos, mas não no hipocampo. Em concordância com 
os resultados do presente estudo, um estudo anterior demonstrou que a 
administração de Li diminuiu os níveis totais de GSK-3β em córtex 
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frontal de ratos (Cechinel-Recco et al., 2012). Alguns estudos anteriores 
demonstram que, dependendo do tempo de tratamento e da estrutura 
cerebral avaliada, Li per se pode alterar enzimas antioxidantes. Frey e 
colaboradores (2006) mostraram que o tratamento com Li durante sete 
dias diminuiu a atividade de SOD no hipocampo e aumentou a atividade 
dessa enzima no córtex frontal. Por outro lado, 14 dias de tratamento 
com esse estabilizador do humor diminuiu a atividade de SOD no córtex 
frontal. Uma possível explicação que justifique o Li per se diminuir a 
fosforilação de GSK-3, é que o Li poderia, em algumas situações, 
induzir estresse oxidativo e, consequentemente, diminuir a fosforilação 
de GSK-3β. 
Diferente dos resultados do presente estudo, Kozlovsky et al. (2003) 
demonstrou que o tratamento com Li e VPA durante 11 dias não alterou 
os níveis de GSK-3β no córtex frontal de ratos. Essa discrepância pode 
ser explicada, pelo menos em parte, pela diferença entre as 
metodologias aplicadas entre os estudos. No presente estudo, a 
administração de Li e VPA foi de forma i.p., e no estudo do grupo de 
Kozlovsky, o Li foi administrado na ração e o VPA na água dos 
animais. É importante enfatizar que no presente estudo todos os animais 
tratados com Li tiveram os níveis plasmáticos de Li entre 0,6 e 1,2 
mEq/L, conforme recomendado no tratamento para TB. 
Em relação às respostas comportamentais, o presente estudo mostrou 
que o comportamento do tipo maníaco induzido pela OUA foi 
acompanhado pela diminuição da fosforilação de GSK-3β no 
hipocampo e córtex frontal dos animais. É importante enfatizar que a 
atividade locomotora foi negativamente correlacionada com a 
fosforilação de PI3K, Akt e GSK-3β. Estudos anteriores demonstraram 
que a GSK-3β exerce um papel importante no comportamento do tipo 
maníaco induzido pela estimulação de receptores de dopamina (DA), e 
que a sua inibição interfere na expressão de comportamentos 
dependentes de DA (Beaulieu et al., 2004). Beaulieu e sua equipe 
(2004) demonstraram que, em cérebro de camundongos DA transporter 
knock-out, os elevados níveis de DA levam a ativação de GSK-3β e 
redução de Akt, através da cascata de sinalização envolvendo receptores 
da classe D2. Em adição, eles encontraram alterações similares na 
atividade de Akt e GSK-3 após administração aguda de anfetamina em 
camundongos do tipo selvagem. É interessante salientar que Sui et al. 
(2013) demonstraram que a administração ICV de OUA aumenta a 
liberação de DA no córtex frontal. Além disso, estudos anteriores 
demonstraram que OUA aumenta significativamente os níveis de DA no 
estriado e em fatias corticais de cérebros de ratos (Boireau et al., 1998; 
Obata, 2006; Diniz et al., 2007; Silva et al., 2007). Esses estudos 
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mostram que a inibição sinaptossomal da Na
+
K
+
ATPase pela OUA 
aumenta o Na
+  
intracelular, e assim é capaz de induzir a liberação de 
DA a partir do citoplasma através do transporte reverso de dopamine 
active transporter (DAT) (Milusheva et al., 1996; Leviel, 2001). 
Portanto, pode-se sugerir que, talvez, o aumento de DA induzido pela 
OUA pode induzir alterações na via de GSK-3β observada no presente 
estudo. 
A respeito dos efeitos dos estabilizadores do humor sobre a via de 
sinalização de GSK-3β; no presente estudo, o tratamento com Li e VPA 
aumenta a fosforilação de Akt e GSK-3β, que foi diminuída pelos 
efeitos da OUA em córtex frontal e hipocampo de ratos. Em adição, Li e 
VPA reverteram a diminuição da expressão de PI3K induzida pela OUA 
no hipocampo. Já a MAPK não apresentou alterações em nenhum 
tratamento e estruturas avaliadas. Atualmente, é descrito na literatura 
que Li e VPA podem ter tanto efeitos diretos quanto indiretos sobre a 
GSK-3 e vias de sinalizações reguladas por essa enzima (Zarate et al., 
2006). Cechinel-Recco e sua equipe (2012) demonstraram que Li 
reverteu a fosforilação diminuída de GSK-3 em córtex frontal, 
hipocampo, estriado, e amígdala em ratos submetidos ao modelo animal 
de mania induzido por anfetamina. Estudos pré-clínicos demonstraram 
que a administração crônica de Li modifica a afinidade de 
transportadores de DA, diminuindo assim a super-transmissão desse 
neurotransmissor (Carli et al., 1997). Além disso, uma inibição genética 
ou farmacológica da GSK-3 reproduz efeitos de estabilizadores do 
humor e reduz respostas comportamentais de transmissão 
dopaminérgica - farmacologicamente ou geneticamente elevada 
(Beaulieu et al., 2004). Levando em consideração que a OUA aumenta 
os níveis de DA no cérebro de ratos (Boireau et al., 1998; Obata, 2006; 
Diniz et al., 2007; Silva et al., 2007), pode-se sugerir que o Li pode agir 
sobre a hiperatividade induzida pela OUA através da diminuição da 
transmissão dopaminérgica. 
Um estudo anterior in vitro, utilizando células de neuroblastoma 
humano (SH-SY5Y), avaliou os efeitos do VPA sobre os estados 
fosforilados de Akt e de GSK-3β. Foi demonstrado que o VPA 
aumentou a fosforilação de Akt e de GSK-3β (De Sarno et al., 2002). 
Em adição, Xing et al. (2015) demonstraram que o VPA inibe a 
hiperatividade induzida pela meta-anfetamina através da sinalização de 
GSK-3β. É interessante que no presente estudo, o inibidor específico de 
GSK-3β, AR-A014418, demonstrou efeitos do tipo antimaníaco sobre a 
hiperatividade induzida pela OUA nos ratos. Um estudo anterior 
demonstrou que o tratamento com AR-A014418 resultou na redução da 
hiperatividade induzida por anfetamina em ratos (Gould et al., 2004). 
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Juntos esses estudos sugerem que os efeitos terapêuticos dos 
estabilizadores do humor podem ser, pelo menos em parte, através da 
sinalização de GSK-3β. 
É importante salientar, que no presente estudo, Li e VPA não 
reverteram a diminuição da fosforilação de PI3K induzida pela OUA no 
córtex frontal dos ratos, contudo, esses fármacos aumentaram a 
fosforilação de Akt nessa estrutura. Essa discrepância pode ser 
explicada, pelo menos em parte, pelo fato de que a Akt também é 
fosforilada por outros mediadores, como por exemplo, mTORC2 
(targeting of rampamicin complex 2) (Guertin et al., 2006; Bozulic e 
Hemmings, 2009; Sarbassov et al., 2005). Um estudo anterior 
demonstrou que o Li atenuou a diminuição da fosforilação de mTOR, 
Akt e GSK-3β induzida por anfetamina (Wu et al., 2015). Em adição, 
Teng et al., (2010) mostrou que mioblastos C2C12 tratados com VPA 
aumentaram a fosforilação de mTOR e Akt. Portanto, pode-se sugerir 
que no presente estudo Li e VPA podem aumentar a fosforilação de Akt 
no córtex frontal através da ativação da via de sinalização de mTOR 
(ver Figura 13). 
A GSK-3 é encontrada principalmente no citosol, entretanto, essa 
enzima também está presente nas mitocôndrias e no núcleo, assim como 
em outros compartimentos celulares. A GSK-3 mitocondrial possui um 
papel importante no estresse oxidativo e em certas condições 
apoptóticas (Bijur and Jope, 2003; King et al., 2001). De fato, Yan e sua 
equipe (2015) mostraram que GSK-3 induz fragmentação mitocondrial 
através da fosforilação de Drp1 (Dynamin-related protein 1). O mesmo 
estudo mostrou que o bloqueio de GSK-3β mediado pela fosforilação de 
Drp1 promove proteção de células neuronais. A mitocôndria exerce um 
importante papel sobre o estresse oxidativo, resiliência celular e vias de 
morte celular. Tem sido descrito na literatura que disfunções 
mitocondriais estão relacionadas com neuroprogressão e dano cognitivo, 
ambos observados em pacientes bipolares (Scaini et al., 2016). 
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Figura 13: Vias de sinalização de GSK-3β. Naturalmente, a PI3K fosforila a 
Akt, que por sua vez inibe a GSK-3β. Quando ocorre uma alteração na 
Na
+
K
+
ATPase (como em um episódio maníaco ou através da administração de 
OUA), ocorre uma diminuição da fosforilação de PI3K, que consequentemente 
diminui a fosforilação de Akt, favorecendo a ativação de GSK-3β. O tratamento 
com Li e VPA (os quais agem sobre PI3K, Akt e GSK-3β) promove efeitos 
antimaníacos. A administração de AR-A014418 também provoca efeitos 
antimaníacos. Especula-se que o Li age através da via mTOR, agindo 
indiretamente sobre GSK-3β. Outra via de sinalização que pode regular GSK-3β 
é a via da MAPK. Manic episode = Episódio maníaco; Ouabain = OUA; 
Antimanic effects = Efeitos antimaníacos; Manic-like behavior = 
comportamento do tipo maníaco. 
 
Alguns estudos deste grupo de pesquisa mostraram que a OUA altera 
funções mitocondriais, e que Li e VPA revertem essas alterações (Riegel 
et al., 2009; Valvassori et al., 2015). Portanto, no presente estudo os 
estabilizadores do humor podem ter protegido as funções mitocondriais 
através da inibição da via de GSK-3β. 
Levando em consideração que o estresse oxidativo pode ser induzido 
pela OUA e também ativar a GSK-3, vários estudos tem mostrado os 
efeitos antioxidantes do Li e VPA (Cui et al., 2007; Valvassori et al., 
2015). Cui et al. (2007) demonstrou que a glutationa possui um papel 
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importante nos efeitos neuroprotetores de Li e VPA sobre o dano 
oxidativo. Em adição, Li e VPA foram capazes de reverter a 
peroxidação lipídica e alterações na atividade de SOD em córtex frontal 
e hipocampo de ratos submetidos ao modelo animal de mania induzido 
por OUA (Valvassori et al., 2015). Jornada et al. (2011) demonstraram 
que Li e VPA reverteram e preveniram a produção de superoxido e 
peroxidação lipídica no tecido total e em partículas submitocondriais em 
cérebros de ratos submetidos ao modelo animal de mania. No mesmo 
estudo, os autores também observaram que Li e VPA reverteram e 
preveniram a peroxidação proteica e alterações em enzimas 
antioxidantes em cérebro de ratos que receberam administração de OUA 
(Jornada et al., 2011). Portanto, pode-se sugerir que Li e VPA podem 
reverter alterações na via de sinalização de GSK-3β por agir sobre o 
estresse oxidativo induzido pela OUA. 
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6 CONCLUSÃO 
 
Em conclusão, foi mostrada a importância da relação entre 
comportamento do tipo-maníaco e alterações na via de sinalização de 
GSK-3β induzidos pela OUA. Além disso, o tratamento com Li e VPA 
preveniu o comportamento do tipo maníaco, enquanto protegeu o 
cérebro das alterações causadas na via de sinalização de GSK-3β. 
Portanto, pode-se sugerir que a inibição da Na
+
K
+
ATPase, observada 
em pacientes bipolares, pode estar associada com alterações na via de 
sinalização de GSK-3β. Em adição, foram fornecidas evidências 
adicionais sobre o envolvimento da via de sinalização de GSK-3β nos 
efeitos terapêuticos de Li e VPA. 
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